» t 9 U » I i Q U £ 



f » A 



5k 




■ INSTITUT 
NATIONAL 01 
LA MOPftJtTt 
INDUSTMIILLf 



m 2 0 MAY 1999 



WIPO PCT 



BREVET D'INVENTION 



CERTIFICAT D'UTILITE - CERTIFICAT D'AODITION 



EPO - DG 1 
1 0. 10. 2000 



COPIE OFFICIELLE 



PRIORITY 
DOCUMENT 

SUBMITTED OR TRANSMITTED IN 
COMPLIANCE WITH RULE 1 7. 1(a) OR (b) 



Le Directeur general de I'lnstitut national de la propriete 
industrielle certifie que le document ci-annexe est la copie 
certifiee conforme d'une demande de titre de propriete 
industrielle deposee a I'lnstitut. 

Fait a Pans, le t 0 FEV. SS9 



Pour le Directeur general de I'lnstitut 
national de la rxopnete inrJustrteiie 
Le Chef du OeDariernent des brevets 




Martine PUNCHE 



ilEGE 



INSTITUT 26 bn. rvt d* S*nt PeltfUjo*jr| 

NAT ION A I DE 75800 PARIS Ctitt 08 

LA PIOPftltTC Itintw* 01 S3 04 H 04 

INDUITIIIUI T«ttcop« Ol 42 « 39 30 



(IABLI5SFM£WT PUBUC NATION*! C« E P*« I » I Or N S1IJ* f)U 1* *¥■!' 1Q*i 



LA P— » t ltf I 

26 bis. rut de Saint Petersboorg 
75«00 Pam Odti 08 

Te*ephone:01 53 04 53 04 TeJeeopie : 01 42 93 59 30 
— ^— Riser** 4 ttNPl - 



BREVET D'INVENTION, CERTIFICAT D'UTILITE 

Cod* da la proprtttt inttttectudMjvrv V) 

REQUtTE en d&jvrance 



N* 55 1328 



DATE 0E REMISE DE5 PIECES 
N" D'ENREGISTREMENT NATIONAL 
DEPARTMENT DE OEPdT 
DATE OE DEP6T 



3 0 Jw. 199B 



98 01100- 



2 DEMANDS Natur«dut»i<topro(]rttt*induMflt 

bnsvet if invention I | e 



X- 1 

~ certificat cfut*t 



\ tnmJonnition tf*unt dtmtndt 
dtbravttewopttfi 



1 NOH ET A0RE5SE DU DEMANDEUR <XJ DU MANOATARE 

a A QW LA CORRESPONOAHCE DOfT ETRE ADRESSEI 

CABINET BEAU DE L0MENIE 
158, rue de 1' University 
75340 PARIS CEDEX 07 

n'du pouwir pafmanant references du corrtsporxiant telephone 

H507650/ 38-VT 01 . 44 . 18 . 89 . 00 



[j bftwt rfinwentiofl 

tabfesement du rapport de racharcha □ jQ wrvmm 

U dwwdtur. ptfww physique.- rtquwrt p at tmut echatonn* (k ta radconce J"""} 
Tlra dt tlnvenBon (200 camteres maximum) 



□ ctrtincatd'ulilite n* 
mm Q non 



dati 



"ProtSine humaine |& -TrCP de ciblage des prolines vers les voies de 
degradation par le protdasome" 



3DEMANDEUR{ 



Horn et prenorm Isoutigner \t nom patronymtqua) ou denomination 

INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA RECHERCHE 
MEDICALE 



Forme jurkftque 



Etablissement Public 



Natkxuw (i) Fran^aise 

Adressa (i) comjttta (•)" 

101, rue de Tolbiac 
75654 PARIS CEDEX 13 



Pays 



FR 



4 INVENTEUft t 



Las invantaun sont laa damandaun 



Q oui j£] non Si la NponM est non. founv una designation sepmtt 



5 Reduction ou taux oes redevances 



Q raqurtapojrla Urttoti Q raquiM «rter1tur*r*nt iu d*p6t : jotort cap* 0t ta diorion (fadmhsion 



6 Declaration de pwowrt ou requete du benefice de la date de depot dune demands ahtejueure 

pays d*orig)ne numeYo date da dflpot 



nature dt It demand* 



7 DIVISIONS 




8 Signature du demandbOr ou 

(nom at quaKt* du stalataire - n* 

Marie-Louise GILLARD 
CPI n° 92-1099 



StGMATVREOUPREFOSC A LA RECEPTION: SIGNATURE APRES ENREfiiSTREMEWT DE LA OtaWNOE A L1NPI 

I 




IA m A 

UMHIM 

up win 

lUMIMIUI 


BREVET INVENTION, CERTIFICAT 
DimUTE 

DESIGNATION DE L'INVENTEUR 

si to demsndeu n'est pas I'inwfiteu ou I'urtqi* Inventor) 


DMSJON AONMSTRAUVE DCS BREVETS 


r (TENREOSTREMENT NATIONAL 


26bis, rue de SaJnW**tersbourg 
75800 Paris CMex 08 

Tdl. : (1) 42 94 52 52 - Tflecopie : (1) 42 93 59 30 


98 01 100 



TTTRE DE (.INVENTION : 

Proline humaine 0-TrCP de clblage des prolines vers les voies de degradation par 
le prot&some 



L£ (S) SOUSSIGN* ($) 

Institut National de la Sant6 et de la Recherche M6dicale 
101 rue deTolbiac 
75654 PARIS C6dex13 

DfSIGNE (NT) EN TANT QU1NVENTEUR ($) (indiq uer nom, prenoms, adresse et souUgner le nom patronymlque) : 

1/ BENARQUS Richard 
19, rue Croulebarbe 
75013 PARIS 
FRANCE 

21 MARGOTTIN Rorence 
30, rue de Lourmel 
75015 PARIS 
FRANCE 

3/ DURAND Herv6 
20 ter, rue Damalouise 
91850 BOURAY/JUINE 
FRANCE 



NOTA : A titie exceptionnel, te nom de rinventeur peut fctre suivi de ceiui de la sotifte a laquetle il apparent (soci6te 
d appartenance) lorsque celle-ci est differente de la soctfte d6po$ante ou titulaire. 



Date et signatucejs) diifdes) demandeur ($) ou du mandataire 



Paris 




Marie-Louise GILLARD 
n° CPI 92-1099 



1 



La prfsentc invention a pour objct une nouvellc proline humaine, qui 
est une prot6inc qui intervient dans le ciblagc des prolines vers les voies de 
d6gradation pax le protdasome. Cette piotfine, ttenommee h-BTrCP, est capable 
d'interagir notamment avec la protdinc Vpu du vims HIV-1 ainsi qu'avec la 
5 protiine cellulaire Skplp. 

Hie a 6galement pour objct les fragments peptidiques de la proline 
h-BTrCP qui ont conservd l'activiti d'interaction avec la proline Vpu du virus 
HTV-1 et/ou avec la prot£ine Skplp. 

Ellc a 6galement pour objet les sequences d'acides nucl£iqucs codant 
10 pour ladite proline ou ses fragments peptidiques. 

Elle conccmc 6galcment 1'utilisation desdites sequences d'acides 
nucl6iques ou des pn>t6ines et fragments peptidiques coirespondants pour le 
criblage d'agents antitumoraux ou d'agents antiviraux anti-HIV-1. 

Elle conceme Igalement Tutilisation de ^expression de la proline 
15 h-BTrCP ou de ses fragments peptidiques dans le domaine de la thcrapie gtaiquc 
anti-infectieusc HIV-1 ou antitumorale. 

Elle a 6galement pour objet les vecteuis d'expression contenant lesdites 
sequences d'acides nucl6iques et les miooorganismes procaryotes ou les cellules 
eucaryotes, transformds avec lesdits vecteuis. 
20 Enfin, elle a 6galcmcnt pour objet des procldes de criblages d'agents 

antitumoraux et d'agents antiviraux anti-HIV-1. 

La proline Vpu est une petite proline membranaire de 81 acides 
amin6s, expriniee par la plupait des isolats du virus HIV-1 mais ni par ceux du 
virus humain HIV-2 nettement moins pathogfcne, ni par ceux du virus simien SIV 
25 (COHEN et aL, Nature, 334, 532-534, 1988; et STREBEL et aL, Science, 2, 1221- 
1223, 1988). 

La proline Vpu poss&de un domaine hydrophobe N-tenninal, qui 
pennet 1'ancrage aux membranes cellulaires , et un domaine C-tenninal hydrophile 
dirig6 vers le cytoplasmic. Sa structure est tris similaire 4 celle d'autres prolines 
30 membranaires de virus a ARN telles que la proline M2 du virus Inflema de la 
grippe (STREBEL et al, J. Virol, 63, 3784-379, 1989 ; HENKLEIN et aL, Peptide 
Research, 6, 79-87, 1993). Une analyse par resonance magnltique nuclfairc 
(RMN) a mis en 6vidence la presence de deux hflices alpha au niveau du domaine 
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cytoplasmique dc la prot6inc Vpu, cncadrant une region flexible contenant deux 
serines, sites de phosphorylation par la caseine kinase II (SHUBERT et al., J. Mol. 
Biol, 236, 16-25, 1994 ; WRAY et al., Int. J. peptide Protein Res., 45, 35-43, 
1995). 

5 On connalt a ce jour deux fonctions biologiques associ£es a la proline 

Vpu. La piemi&rt fonction de la proteinc Vpu est lide k sa capacity & augmenter la 
production de particules virales h partir des cellules infectecs par HTV-1 
(STREBEL et al., 1988, 1989; supra). En I'absence de la proline Vpu, la 
production de virions est largement diminu£e (de 5 & 10 fois) (STREBEL et al., 

10 1988, supra) ; des agrfgats de virus, des structures bourgeonnantes et des 
particules aberrantes appaiaissent a la surface de la membrane plasmique tandis 
que se fonncnt des particules intracytoplasraiqucs. 

La deuxiime fonction de la prot6ine Vpu est sa capacitd & induire la 
degradation de la proteine CD4, rlcepteur cellulaire du virus HIV-1, participant 

15 ainsi h la diminution de 1'expression du r6cepteur CD4 b la surface des cellules 
(Willey et al., J. Virol. 68, 1207-1212, 1994). 

De plus, il a 6x6 montrf que les deux serines de phosphorylation de la 
proline Vpu, situdes en position 52 et 56, etaient indispensables pour la 
degradation de CD4 induitc par Vpu (MARGOTTIN ct al., Virology, 223, 381- 

20 386, 1996). En outre, lors du processus d f infection par le virus HIV-1, en l'absence 
de la proteine Vpu, le prlcurseur d'enveloppe Gpl60 et la proline CD4 
nouvellement synth£tis6e s'associent dans le reticulum endoplamique, bloquant la 
maturation de la proline Gpl60 (BOUR et aL, J. Virol, 65, 6387-6396, 1991). La 
degradation du ricepteur CD4 m6di6e par la proline Vpu est essentielle pour 

25 lib&er la proline d'enveloppe virale qui est retenue dans le reticulum 
endoplasmique pax sa liaison a CD4 grace a Interaction avec la sous-unite 
Gpl20, et permettre la maturation normale de Tenveloppe vers la membrane 
plasmique et ulterieurement son integration dans les particules virales, ce qui les 
rend infectieuses. Des etudes reccntcs ont mis en evidence le fait que la 

30 degradation du rfceptcur CD4 m6di6c par la proline Vpu est sensible aux 
inhibiteuis spdeifiques du proteasome, organitc present dans la cellule, et est 
dependante de la presence d une "machinerie tfubiquitination intactc" ( FUJTTA et 
al., J. Gen. Virol., 78, 619-625, 1997). En outre, il est connu que la degradation de 
cetraines proteines par le proteasome se fait par flntennediaiie de mediateurs 

35 cellulaires tels que Skplp. BAI ct al. (Cell, 86, 263-274, 1996) ont montr£ que la 
proteine Skplp etait necessaire pour la proteolyse raediee par Tubiquitine et que 
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cette degradation se faisait grtce a Tinteraction dc Skplp avec des prolines 
contenant un motif dtaommd boitc F. 

Ainsi, la proteine Vpu paiticipc & des fractions absolument critiques 
pour assurer la production de patticules virales infecticuscs en grand nombre, 
5 puisqu'elle intervient non seulement sur les produits du gfene gag, c'est-&-dire sur 
les proteines de structure en augraentant le relSchement des particules viralcs mais 
aussi sur ccux du gene env en permettant la maturation de la prot6ine d'enveloppe 
suite i la degradation du rfceptcur CD4. MARGOTTIN et al. 1996 (supra) ont 
montrd que l'interaction entre Vpu et CD4 se faisait par I'intetm&Iiaire de leur 

10 domaine cytoplasmique et que cette interaction n'Aait pas suffisante pour 
ddclencher la degradation du r&epteur CD4* 

La proteine Skplp est une proline cellulaire ixnpliquee dans le ciblagc 
des prolines vers les voies de degradation par le proteasome, lequel depend de 
Tubiquitinylation des proteines (PICKART CM., Hie Faseb Journal, 11, 1055- 

15 1066, 1997). La degradation des proteines par ic proteasome est impliqu6e dans de 
nombreux phenomines ccllulaires essentiels conune le contrite de la proliferation 
cellulaire, le renouvellement des proteines et Termination des proteines 
inconectement repliees, en particulier au niveau du reticulum endoplasmique 
(CIECHANOVER, A., Cell, 79, 13-21, 1994), De nombreux vims, commc le virus 

20 HIV-1 qui degrade CD4 par Hntermediaire d'une de ses proteines Vpu (TRONO 
D., Cell, 82, 189-1992, 1995), utilisent h leur profit ces voies cellulaires de 
degradation des proteines. 

La proline Skplp est un facteur essentiel de ciblage de proteines 
regulatrices du cycle cellulaire par le proteasome. Le ciblage de la degradation de 

25 ces rigulateurs est en particulier necessaire k I'entrte du cycle cellulaire en phase S 
de synthase d'ADN (PAGANO, M. ( Hie Faseb Journal, 11, 1068-1075, 1997). Des 
6tudes recentes montrent que la proline Skplp, avec des proteines k boite F sont 
les elements essentiels de complexes de haut poids moieculaires appeies SCF pour 
"Skplp-Cullin-F-box-protein complexes". Ces complexes SCF jouent le rile 

30 d'enzyme £3 qui par leur activite ubiquitine-ligasc pcrmettent la derniire etape de 
1'ubiquitilylation de proteines substrats qui sont ainsi cibiees vers la degradation 
par le proteasome (HOYT, A, Cell, 91, 149-151, 1997). 

On a maintenant trouve une nouvelle proteine humainc qui est une 
proteine qui intervient dans le ciblage des proteines vers les voies de degradation 

35 par le proteasome. 
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En raison de Tboniologie de cette nouvcllc proline avee la BTrCP de 
Xcnopc, proline contenant des motifs p-transducinc et connuc en langue anglaise 
sous la denomination * beta transducin repeats containing protein", la protfine de 
Tinvention est d£nomm<e h-0TrCP (human-BTrCP). 
5 La proline h-BTrCP de Tinvention est capable d'interagir notanunent 

avec la proline Vpu et/ou la proline Skplp. 

On a trouv6 en effet que la proline h-fJTiCP interagit avec la proline 
Skplp ; elle fait done paitie d'un nouveau complexe SCF qui nonnalement est 
utilise par la cellule pour la degradation de regulateurs du cycle cellulaire, 

10 De plus, dans les cellules infectdes par le virus HIV-1, on a tiouv6 que 

la pioteine h-f}TrCP interagit dgaleraent avec Vpu. 

Par Tactivite de ciblage vers les voies de degradation par le 
protlasome, la proline h-BTiCP, selon Tinvention, joue le r&le de mediateur 
cellulaiit de la protcine Vpu dans les cellules infectees par le vims HIV-1. 

15 Sans pour autant vouloir se limiter k une theorie quelconque, on pense 

que, dans les cellules infectles par le vims HTV-1, le virus utilise, par 
Tintennldiaire de la proline Vpu, le complexe SCF, dont la proteinc 0TiCP fait 
partic pour induire la degradation du ifcepteur CD4 qui va favoriser la replication 
viralc ct le relachement des virions infectieux. 

20 La pr6sente invention a done pour objet une nouvelle proline 

humaine, denommee h-|JTrCP, qui prcsente la SEQ ID No.2 et qui intervient dans 
le ciblage des prolines vers les voies de degradation par le proteasome par 
interaction avec la prot6ine Skplp et/ou la proline Vpu du vims HIV-L 

La proline h-PTiCP posside 569 acides amines et comporte une boite 

25 F et sept motifs WD dont la position dans la sequence SEQ ID N° 2 est la 
suivante : 

- boite F : acides amines 147-191, 

- premier motif WD : acides amines 259-292, 

- deuxifeme motif WD : acides amines 304-332, 
30 - troisicme motif WD : acides amines 343-372, 

- quatriime motif WD : acides amines 387-415, 

- cinquifcmc motif WD : acides amines 427-455, 

- sixi&me motif WD : acides amines 467-492, 

- septiemc motif WD : acides aminfa 516-544. 

35 
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Elle a aussi pour objet les fragments peptidiques de celle-ci r&ultant 
dc 1'addition, la suppression ct/ou le iemplacement cfun ou plusieurs acides 
amin6s, lesdits fragments peptidiques ayant conseiv6 l'activiti d'intexaction avec la 
prot6ine Vpu du virus HIV-1 et/ou avec la proline Skplp. 
5 ^invention concerne en paiticulier les fragments peptidiques qui 

comprennent Pune des sequences en acides amines de h- BTrCP ci-aprfes : 
251-569, 
292-569, 
292-396, 
10 292-545 et 

1-291. 

La prfscnte invention a Igalement pour objet les sequences d'acides 
nucl&ques, & savoir les sequences d'ADN gfnomique, les sequences d'ADNc ou 
d'ARNm qui comprennent ou sont constitutes par un enchancement de nucldotides 
15 codant pour la proline h-STrCP ou pour i'un quelconque de ses fragments 
peptidiques tels que ddfinis piecdderament. 

L'invention conceme notammcnt les sequences d'acides nuclfiques 
codant pour la prot6ine h-BTiCP et ses fragments peptidiques dfcrits ci-dessus qui 
sont representees par : 

20 a) les sequences d'ADNc SEQ ID No.l codant pour ladite prottine h-jiTiCP et des 
fragments d'acides nucltiques codant pour lesdits fragments peptidiques ; 

b) les sequences d'ADN hybridant dans des conditions strictes avec les sequences 
ci-dessus ; 

c) les sequences d'ADN qui, en raison de la degenercscence du code g6n6tique, 
25 resultent des sequences a) et b) ci-dessus et codent pour la prot6inc h-GTiCP ou 

ses fragments ; et 

d) les sequences d'ARNm et d'ADN coirespondantes. 

La prfsente invention a aussi pour objet ('utilisation de la proline 
h^PTrCP ou des sequences d'acides nucleiques codant pour cette prot6inc ou pour 
30 ses fragments peptidiques pour 1c criblage : 

• dagents antiviraux anti-HTV-1 susceptiblcs d'inhibcr Interaction cntie la 
proteine h-pTiCP et la proteine Vpu et/ou dinhiber Interaction entre la 
proline h-pTrCP et la proteine Skplp 

• d'agents antitumoraux capables de perturber la regulation du cycle ccllulaire ou 
35 des processus de degradation des prot6ines dans des cellules humaines 
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tumorales par inhibition ou activation dc ('interaction cntrc la proline h-pTrCP 
et la prot6ine Skplp. 

En effet, cn pciturbant les interactions Vpu/h-pTrCP et/ou 
Skplp/h-pTrCP, on peut : 
5 - soit inhiber la replication et la production du virus HIV-1 par des cellules 

infectfes ; 

- soit inhiber rentrfe en phase S du cycle cellulaire et avoir un effet 
antiprolifcratif. 

Par ailleurs, en modulant ('interaction Skplp/h-BTrCP, on peut 

10 augmenter la production de paiticules infectieuses produites par des vecteurs 
r6troviraux k base du g6nome de HIV-1 dans les ligndes productrices de ces 
vecteurs et ainsi augmenter la production de ces vecteurs de th&apie ginique. 

On peut silectionner les agents antiviraux soit k partir de banques 
al&toires de peptides, d la surface de phages (SCOTT J. et al., Science, 249, 386- 

15 390, 1990), soit en utilisant des oligonucleotides de synthase aldatoires selon la 
technique de type SELEX (TUERK et GOLD, Science, 249, 505-510, 1990). 
Cette technique pcrmct d'isoler h partir d'un pool trfcs large d'oligonucldotides, 
ceux qui ont une grande affinit6 pour la proline d'intfret, dans le cas pr6sent la 
proline h-PTrCP. lis sont ddnommds aptamers. Parmi ces aptameis, on pourra 

20 Electioneer ceux qui inhibent les deux interactions Vpu/b-pTrCP et 
Skplp/hpTTCP par le criblage ci-apris. 

Le criblage difini ci-dessus peut par exemple etre r6alis6 en utilisant le 
systtme double-hybride en levure dans lequel des cellules de levure co-exprimant 
la proline h-PTiCP selon l'invention et la proline Vpu, ou la prot£ine Skplp, 

25 sont eultivdes sur des milieux ddpourvus d'histidine en presence de la substance k 
tester. 

On peut cgalemcnt utiliscr des variantes du systimc double-hybride, 
telles que le systemc triple-hybride ddcrit par TIRODE et al. (J. Biol. Chem., 272, 
22995-22999, 1997), dans lequel un peptide inhibitcur de l'interaction peut etre 

30 exprimi comme troisiirne partenaire pour inhiber l'interaction des deux autres. 
Une banque de peptides al£atoires peut aussi etre utilisle de la sorte. On peut aussi 
utiliser le systfcmc reveise-hybride d6crit par VIDAL et al. (Proc. Natl. Acad. Sci., 
93, 10315-10320), dans lequel on s6Iectionne non pas pour une interaction raais 
contre une interaction. On peut dans cc systfcme, comme dans le systime double- 

35 hybridc classique, criblcr des banques de petites mol6cules chimiques, y compris 
issues de la synthese chimique, pour mettre les levures co-transform 6es avec les 
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vecteurs doublc-hybridc ou rfverse hybride poiteuis des fusions avec la prot£ine 
Vpu, la proline h-0TRCP ou la prot6ine Skplp, cn prfsence dc ccs pctitcs 
molecules 1 la recherche dhin inhibiteur des interactions Vpu-h-pTrCP ct Skplp- 
h-PTrCP. 

5 Ce criblage peut aussi fctie effected in vitro en utilisant la protdine Vpu, 

ou la protcine Skplp, ct la proline h-fJTrCP, l*unc des prolines 6tant immobilisde 
sur un support approprie et l'autrc etant maiqude par un moyen quelconque utilise 
dans les moyens de detection de substances biologiques, ce moyen de marquage 
pouvant etre par exemple un isotope radioactif, un agent luminescent, de la biotine 

10 ou un anticoips spicifique. 

Dune des prolines sera de prff&encc immobilis6e sous la forme d'une 
proline de fusion avec la gluthation S- transferase (GST) sur des billes d'agaiose- 
gluthation ou en plaques de microtitration, la GST servant d'agent de couplage de 
ladite proteine sur les billes ou sur les puits des plaques. 

IS A cet effet, on peut utiliser notamment lc test de scintillation h 

proximit6 (SPA) dteit par BOSWORTH et al. (Nature, 341, 167-168, 1989) et 
commercialism par Aracrsham. Ce test consiste & maxquer par un 616mcnt 
radioactif, par exemple le tritium, Tune des prolines et & immobiliser I'autre 
protfiinc sur des billes magnetiques ou sur des billes d'agaiose-gluthation. Leffet 

20 inhibiteur des substances i tester sur ['interaction des deux protdines 
(Vpu/h-pTxCP ou Skplp/h-pTrCP peut fitre facilement ddtecter sans separation 
des especes radioactives lides ou libres selon les protocoles ddcrits par 
BOSWORTH et al. (supra). 

On peut dgalement utiliser la technique "Surface Plasmon Resonances" 

25 dtoite par KARLSSON et al. (J. Immunol. Methods, 145, 229-233, 1991) 
utilisant le Biacorc commercialism par Pharmacia, pour isoler les inhibiteurs de 
interaction entre la proteinc Vpu ct la proline h-pTrCP selon l'invention ou les 
inhibiteurs de interaction entit la protdine Skplp et la proteinc h-f$TrCP selon 
l'invention. 

30 L'activite inhibitrice des agents antiviraux ainsi sdlectionnds pourra 

etre vdrifide par des tests sur des cellules T CD 4 + ou sur des chimpanzds infectds 

par les virus HTV-1 ou SIV Cpz. 

On peut dgalement preparer les agents antitumoraux, ligands de la 

protdine h-pTrCP de l'invention, par les techniques double-hybride ou 
35 apparentdes ou par interaction in vitro avec des banques combinatoirts de peptides 

ou autres, comme ddcrit prdeddemment. lis peuvent dgalement etre choisis panni 



8 



les agents antiviraux qui inhibent Interaction entie la protdine h-|JTrCP et la 
piot6ine Skplp ddcrits ci-aprts. 

A titie d'agents antiviraux appropriis scion l'invention, on peut citer les 
fragments peptidiques de la proline h-pTiCP qui ont conserve les proprtetcs 
5 d'interaction de la prot£ine h-JflrCP soit avec la protline Vpu, soit avec la 
prot6ine Skplp. 

La prcscnte invention a done Igalement pour objet les agents 
antiviraux anti-HIV-1 qui sont constitu6s par les fragments peptidiques de la 
protfine h-BTiCP de l'invention ct qui sont d6nucs de la boite F ou des motifs WD 
10 de sortc qu'ils ne peuvent plus interagir avec la proline Skplp ou la protdinc Vpu, 
respectivement. 

On peut encore citer, & titre cfagents antiviraux ou d'agents 
antitumoraux, des anticoips dirig6s centre la prot6ine h-BTrCP de l'invention et 
ses fragments peptidiques, ce qui constitue un autre objet de l'invention. 

IS Ccs anticorps peuvent etre des anticoips monoclonaux obtenus par le 

proefde* bien connu de KOHLER et MILSTEIN (Nature, 256, 495-497, 1975) ou 
des anticoips polyclonaux obtenus selon les proc&tts classiques d'immunisation 
d'animaux (Antibodies, a laboratory manual. E. Harlow & D. Lane. Cold Spring 
Harbor laboratoiy press, 1988). 

20 On peut enfin citer comme agents antiviraux ou agents antitumoraux 

les oligonucleotides antisens bloquant la transcription ou la traduction de la 
proline h-BTrCP de l'invention qui s'hybrident avec une sequence d'acides 
nuclliques telle que ddfinic pnfeidemment, ce qui constitue egalement un autre 
objet de la prdscnte invention. 

25 Ccs oligonucleotides antisens sont preparers par des techniques bien 

connues de I'homme du mltier, telles que celles decrites par AUSUBEL et al. 
(Current Protocols in Molecular Biology, Green Publishing Associates and Wiley- 
Interscience, New- York, 1989, Mises a jour jusqu'en 1997). 

Les fragments peptidiques de h-BTiCP, qui posscdent la boite F, 

30 peuvent etre utilises comme agents antitumoraux. 

L'invention a egalement pour objet des animaux transglniques 
cxprimant un transgene de la proline h-BTiCP de ('invention ou des animaux 
transglniques dans lesquels le gene BTrCP a 6t6 invalids 

Ces animaux transgdniques ou invalidfe pour le gfcnc dc la protcine 

35 h-PTrCP pourront servir de modcles d'etude in vivo dc la pertuibation du cycle 
cellulaire et de la proliferation par l'absence ou la surexpression du gene de la 
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proline h-pTiCP ou de formes txonqu6es ou mutdes dc cette prot6ine, de la 
proline Skplp ou de la proline Vpu. 

Ces animaux transg6niques sont obtcnus par dcs techniques bien 
connues de rhommc du m6ticr, telles que celles d6critcs dans Manipulating the 
5 mouse embryo: a laboratory manual. HOGAN, B., BEDDINGTON, R., 
CX)STANTINI, F. & LACY, E Cold Spring Harbor laboratory press, second 
edition, 1994, 

L'invention a dgalement pour objet les microorganismes piocaryotes et 
les cellules eucaiyotes transfonn£s k Taide d'un vectcur d'expression contenant une 

10 sequence d'ADN scion invention. Ce vectcur d'expression, qui peut 6tre par 
exemple sous la forme d'un plasmide, doit comportcr, outre la sequence d'ADN de 
1'invention, les moyens n6cessaires i son expression, tels que notamment un 
promoteur, un teiminateur de transcription, une origine de replication et de 
prffdrence un marqueur de selection. La transformation des microorganismes et 

IS des cellules eucaiyotes est une technique bien connuc de l'homme du m6tier qui 
pourra aisfment determiner, en fonction du microorganisme a transformer, les 
moyens nlccssaires a 1'expression de la sequence d'ADN selon l'invention. 

Le microorganisme pr€f&6 aux fins de l'invention est E. coli alors 
qu'on utilise de preference Saccharomyces cerevisiae comme levure. 

20 A titre d'exemples de cellules eucaryotes qui conviennent aux fins de 

Tinvention, on peut citer notamment les cellules COS, CHO, SF9, Jurkat, etc., 
toutes £tant r6pertori6es i I'ATCC. 

L'invention a Igalement pour objet les cellules eucaryotes co~ 
transformdes avec des vecteurs d'expression contenant d'une part la sequence 

25 d'ADN codant pour la proteine Vpu, ou bien celle codant pour la proline Skplp, 
et d'autre part une sequence codant pour la proline h-pTrCP, lesdits vecteurs 
d'expression contenant de plus des moyens utiles £ leur expression, y compris dans 
le systfcme double hybride en levure. 

Les protcincs et fragments peptidiqucs selon l'invention pcuvent etre 

30 obtenus par la technique du g6nie g£n6tique qui comprend les 6tapes de : 

- culture d'un microorganisme transform^ ou dc cellules eucaryotes transform6es & 
l'aide d'une sequence d'acides nuclciques selon ('invention et 

- r6cupi ration de la proline ou du fragment peptidique produit par ledit 
microorganisme ou lesdites cellules eucaryotes. 

35 Cette technique est bien connue dc l'homme du m6ticr. Pour plus de 

detail la concemant, on pourra se rffcrcr k I'ouvrage ci-aprfcs : Recombinant DNA 
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Technology I, Editois Ales Prokop, Raskesh K Bajpai ; Annals of the New- York 
Academy of Sciences, volume 646, 1991. 

Ds peuvent 6galement tat prtparts par les synthases peptidiques 
classiques bien connues de I'homme du mirier. 
S Les acides nucl6iques selon l'mvcntion peuvent etre priparfe par 

synthase chimique et g6nic glnltique en utilisant les techniques bien connues de 
Thomme du metier et ddcrites par exemple dans SAMBROOK et al. (supra). 

Par exemple, la synthase des sequences d'ADNc scion Invention peut 
etre effectufe par amplification des ARNm de cellules humaines & 1'aide de la 
10 m6thode PCR (Polymerase Chain Reaction), comme ddcrit par exemple par 
GOBLET et al. (Nucleic Acid Research, 17, 2144, 1989) en utilisant des 
oligonucleotides synth6tiques comme amorces, difinis & partir de la sequence 
d'ADNSEGIDNo.l. 

Le fragment d'acides nucltiques amplify peut ensuite 6tre clonl selon 
15 les techniques dtoites dans AUSUBEL et al. (Current Protocols in Molecular 
Biology, chapter 3, supra). 

L'invcntion va maintenant ctrc ddcrite en detail & 1'aide de l'exposd 
experimental ci-aprfcs. 

Une grande partie des techniques ddcritcs dans ces exemples, bien 
20 connues de Thomme du mltier, est exposle en detail dans l'ouvrage de 
SAMBROOK et al. (supra) ou dans l'ouvrage de AUSUBEL et al. (supra). 

La description ci-apiis sera mieux comprise h 1'aide des figures 1 & 5 
sur lesquellcs : 

- la figure 1A est la photographic d'unc boite de Petri montrant la 
25 croissance de cellules de levure cotransforni6es par les plasmides contenant 

Vpu c + VBP1 ; Vpu c + h-pTrCP ; Vpu c _2/6 + h-pTiCP ; Vpu c ; 
h-pTiCP + Vpu c et h-pTrCP + CD4 C sur milieu en presence d'histidine (His+), 
sur milieu en l'absence d'histidine (His-) et sur milieu en presence du substrat de la 
p-galactosidase X-Gal (P-Gal) ; 
30 - la figure IB est la photographie d'un gel (Northern blot) montrant 

3 ARNm de la proteinc h-pTrCP de 1'invention ; 

- la figure 1C est la photographie d'unc immunoempreintc (Western 
blot) montrant l'expression de la proline h-PTrCP de Tinvcntion ; 

- la figure 2 donne les sequences de 4 prot6ines, h-PTiCP de 
35 1'invention et pTrCPl de Xenopus, Met30p de Saccharomyces cervisiae et Scon2p 

de Neurospora crassa ; 



11 



- la figure 3 est la photographic (Tungcl SDS-PAGE 15% montiant 
Interaction entrc Vpi^ et la proline h-PTrCP dc l'invention produitc in vitro ; 

- la figure 4 est la photographic d'une boite dc Petri montrant la 
croissance dc cellules de levure cotraosfonndes par les plasmides contenant 

5 Skplp + h-pTiCP ; Skplp +h-{JTrCP-A7W ; Skplp + VBP1 ct Skplp + CD4 C sur 
milieu en presence d'histidine (His+), sur milieu en ['absence d'histidine (His-) ct 
sur milieu en presence du substrat dc la 0-galactosidase X-Gal (p-Gal) ; 

- la figure 5 est une representation sch&natique de la degradation du 
rdecpteur CD4 induitc par la proline Vpu pr6sentant lc r6scau d'interactions d6crit 

10 precedemment. 

Ffrempte 1 ; Cribbge double-hybride en kvure/mto tn Evidence de x la 
ntquem* d'ADNe de la proline h-BTrCP tt de la proline h-BTrCP 

Pour identifier les prolines cellulaires susceptibles d'intcragir dircctement avec 

15 la proline Vpu, on a utilise le systdme double-hybride cn levure dlcrit par 
FIELDS et SONG dans Nature, 340, 245-246, 1989. Ce systime double-hybride 
est basd sur la detection des interactions proteine-pioteine par activation du g&ne 
rapporteur, His3 ou LacZ sous le contrite de domaines de l'activateur 
transcriptionnel Gal4 dans la levure. Dans ce systtme, l'interaction entre les deux 

20 proteines hybrides testecs pcrmet Pactivation du gene His3 et la croissance des 
levures sans histidine d'une part, ainsi que 1'activation du gfcne LacZ qui est 
reveiee par une reaction colorimetrique sp6cifiquc de la (3-galactosidasc, 

On a choisi comme cible le domaine cytoplasmique de la proteine Vpu. On a 
procede a la fusion des r6sidus d'acides amines 28 & 81 de la proteine Vpu de 

25 l'isolat LAI de HIV-1 avec le domaine de fixation de l'ADN de Gal4 (Gal4BD). La 
banque d'ADNc criblee etait celle des cellules Jurkat (\\gnic lymphocytaire T 
humainc, ATCC n°TIB 152) et elle a etc fusionnec au domaine d'activation dc 
Gal4 (Gal4AD) dans le vecteur pGAD1318 (BENICHOU et al. J. Biol. Chem., 
269, 30073-30076, 1994). 

30 Le clone de 1,3 kb qui a tit isoie initialement par le systirae double- 

hybride (d£nomm6 VBP1) code pour un ADN complementairc partiel. Cct ADNc 
paitiel code pour un fragment de 319 acides amines correspondant au domaine 
Otenninal de la proteine h-BTiCP. D conticnt sept motifs rfpetitifs suivis d'une 
queue C-terminale de 24 acides amines. Ces motifs r£p6titifs, qui sont connus, 

35 sont denommes motifs WD parce que leur cxtrimiti se tcrmine habitucllement par 
la sequence Tip-Asp (WD) (NEER et al., Nature, 371, 297-300, 1994). On notera 
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que les motifs WD, qui sont impliquds dans dcs interactions protline-protfine, 
sont g£n£ralcment presents dans des piotdines requiscs pour la degradation 
protdique mddidc par I'ubiquitinc (GfflSLAIN et al., Embo, 15, 18, 4884-4899, 
1996). 

5 Lc clone ainsi isold a 6td caractdris6 par sdquengage d'ADN sur scquenceur 
automatism Applied Biosystem connu sous la denomination 
ABI 373A. La technique de slquengage d'ADN est bien connue de I'homme du 
m6tier et est ddcrite notamment dans l'ouvrage SAMBROOK ct al M "Molecular 
Coning : a Laboratory Manual" Ed. Cold Spring Houbor Press, NY, 1989. 

10 Une recherche dans les banques d'ADNc a montrf que ce clone est l ! bomologue 
d'unc sequence codant pour la protdinc BTrCP de Xenope identifide prdalablement 
par SPEVAK ct al. (Mol. Cell. BioL, 13, 4953-4966, 1993). 

L'ADNc complet (2,1 kb) de la protdine h-BTrCP, qui a la SEQ ID No. 1, a dte 
obtenu par la technique de polymerisation en chainc (PCR) sur une preparation de 

15 plasmide correspondant a la banque d'ADN compldmentaires de cellules Jurkat, 
tclles que ddfinies prdcddcmment, dans le vecteur pGAD1318. 

En plus des sept motifs WD identifies dans le fragment Oterminal, la proline 
h-BTrCP entifcrc selon Tinvention possede un domainc N-terminal d'environ 250 
acides amin6s. Le fragment N-tenninal contient un motif pour lequel un consensus 

20 a dtd rdcemment ddfini sous le terme de boite F et dont le rdle seiait de cibler des 
protdines vers la machinerie de degradation des protdines mddiee par l*ubiquitine 
grice & Interaction de protdines contenant cette boite F avec la protdine Skplp 
(BAIetal., 1996, supra). 

Ainsi la piotdine h-BTiCP, par ses motifs WD, est d'une part capable d'interagir 

25 avec la protdine Vpu, et d'autre part possede un motif boite F qui interagit avec la 
protdine Skplp et est done capable de cibler les prolines vers les voies de 
degradation par le prot6asome. 

La protdine h-PTrCP possede 569 acides amines et comprend une boite F et 
sept motifs WD dont la position dans la sequence SEQ ID N° 2 est la suivante : 

30 - boite F: acides amines 147-191, 

- premier motif WD : acides aminds 259-292, 

- deuxifcme motif WD : acides aminds 304-332, 

- troisifcmc motif WD : acides amines 343-372, 

- quatrifcme motif WD : acides aminds 387-415, 
35 - cinquiime motif WD : acides aminds 427-455, 

- suiimc motif WD : acides aminds 467-492, 
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- septifcme motif WD : acidcs amines 516-544. 

On a recberch6 si la proline ainsi isolic avait une quelcooque bomologic avcc 
des prot6ines dijk connucs en utilisant la technique, bien oonnue de l'homme du 
mdtier, d'alignement des sequences selon le programme de MACAW (SCHULER 
5 et al., Proteins : structure, function and genetics, 9, 180-190, 1991). 

Les resultais obtenus sont report^ sur la figure 2 qui montre que la proline 
h-pTrCP a une homologie : 

• de 88% avec la prot6ine x-PTrCPl de Xenopus, 

• de 33% avec la proline Met30p de Saccharomyces cerevisiae, inhibiteur de 
10 transcription impliqu6 dans la biosyntbfcse, 

• de 31% avec la proline Scon2p dc Neurospora crassa. 

La figure 2 montre igalement Templacement de la boite F et des motifs WD. 

Exemplc 2 ; Clonagc dc 1'ADNc dc la protfine h-BTrCP 

15 L'ADNc de la prot6ine h-PTrCP ayant la SEQ ID N°.l a 6t6 ampliffe par 

PCR & partir de 2 ng d'ADN du plasmide de la banque d'ADNc pGAD en utilisant 
deux tours ^amplification, le couple cxtcmc d'amorccs pour le premier tour Itant 
constitui de I'amoice sens A ayant la SEQ ID N°3 (dans pGAD1318) et de 
Tamorce antisens B ayant la SEQ ID N° 4 (dans VPB1) et le couple interne 

20 d'amorccs pour le deuxiime tour ftant constitue de Tamorce sens C ayant la SEQ 
ID N° 5 (dans pGAD1318) et de l ! amorce antisens D ayant la SEQ ID N° 6 (dans 
VPB1). 

A la suite de cette procedure, on a isoli un fragment de 1,4 kb, sousclon6 dans le 
plasmide pGAD-VBPl sous la forme d'un fragment 5'Spcl— 3'BglH, pour 
25 ieconstituer le clone pGAD-h-PTiCP. 

Les sequences codant pour VBP1 (rfsidus decides amines 251 h 569 de la 
proline h-PTrCP) ou codant pour la prot6ine h-PTrCP entiire ont (xi sousclon&s 
dans les vccteuis pGBT9, pGEX4T2 (Pharmacia) ou pCDNA3 (uniquement pour 
la prot6ine h-PTrCP) (Invitrogen) en utilisant des procedures standards. 

30 

Exemple3: Interaction sp*cfflque de la proving Vpu avec la proline 
h-pTrCP 

Les resultats exp£rimentaux qui dfimontrent 1'intcraction sp6cifique de la 
nouvelle protiine humaine h-BTrCP avec la proline Vpu sont illustrcs sur la 
35 figure 1. 
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3a- Interaction enrre la proline Vpu et la proteine h-BTrCP par lc crible 

doublc-hybridc dtoit prctf dcmmcnt. 

La figure 1A ddmontrc l'interaction, par la technique double-hybride, de la 
region C-tcrminale de la proline h-BTrCP (VBP1) issue dc la banquc d*ADNc de 
S cellules Jurkat (ligne 1) ou dc la protdinc b-BTrCP entiire (ligne 2) fusionnec au 
domaine d'activation de Gal4, avec le domainc cytoplasmique dc Vpu fusionn6 au 
domaine dc liaison a TADN de Gal4 ou vice-versa (ligne 5). L'interaction se 
manifeste par l'activation des deux genes rapporteurs His3 et LacZ ; le gene His3 
permet la pousse des levures cn l'absence d'histidine (panneau -His), et le gene 

10 LacZ induit la production de B-galactosidasc manifesto par la coloration bleue en 
presence du substrat X-Gal (panneau 0-Gal). Cette interaction est specifique 
puisqu'elle n'est pas retrouvee entre la proline Vpu et le vecteur seul (ligne 4), ou 
entre la prot6inc h-BTrCP et une autre proline telle la region cytoplasmique dc 
CD4 (ligne 6). Le panneau + His est un panneau contrfile qui montrc que toutcs les 

15 combinaisons, y compris lorsqu'il n'y a pas d'interaction, pousscnt en presence 
d'histidine. 

II faut noter que la protdinc h-BTiCP n'intcragit pas avec un mutant de la 
proteine Vpu inactif, Vpuc-2/6 (ligne 3), clone mut6 sur les deux residus s6rine 
Scr 52 et Ser 56, qui sont esscntiels pour I*activit6 de Vpu (MARGOTTIN et al, 
20 1996, supra). Ce nSsultat ddmontrc qu'il y a correlation entre la capacitd de Vpu h 
interagir avec la h-BTrCP et son activity 

3b- Mise en 6vidence de l'interaction par analyse "Northern Riot". 
Par analyse -Northern Blot" d'ARNm de diffdrentes lignecs cellulaires 
humaines en utilisant une sonde 5\ on a trouvd que plusieuis ARN mcssagers 
25 (ARNm) hybrident avec une sonde corrcspondant i h-BTrCP (Fig. IB). Ces 
ARNm de taillcs respective 2,4 kb, 3,5 kb et 7 kb, sont retrouvds dans tous les 
tissus humains testes. Cette multiplicity d'ARNm est reminiscente de la situation 
decrite par HUDSON et al. (Dev. Genet., 19, 190-198, 1996) pour les ARNm dc la 
BTiCP dc Xenopc, pour laquclle 3 ARNm diffdrcnts de taillcs respectives voisincs 
30 de cclles trouvdes ici pour les ARNm de la h-BTrCP ont dtd rapportes. 

3c- Mise en evidence de rinteraction par analyse 'Western Blot w . 

Des anticorps anti-peptidiques anti-h-pTrCP (Abs) ont dtd produits chez des 
lapins par immunisation avec le peptide de synthase 275-293 corrcspondant au 
35 premier motif WD dc la proteine h-pTrCP. Ces anticorps Abs ont dtd purifies 
scion l'affinitd par adsorption sur 30 *ig de la proteine de fusion GST-VBP1, 
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expriinle chez E. Coli & partir du vecteur pGEX-VBPl ct immobil&e aprts 
61cctrobuvardagc sur une membrane dc nitrocellulose. Les anticorps Abs purifies 
ont ensuite 6td 61u6s par l'fluant glycine.HCl, pH 3,0, neutralists avec du tampon 
1M TRIS, pH 8,0, et utilises pour une analyse, par la technique de Western blot, de 
5 l'exprcssion de la proline h-0TrCP dans les cellules humaines Sup Tl (Tl), dans 
les reticulocytes de lapins (RRL) et dans les lysats de membrane microsomiquc 
canine (CMM). 

La Figure 1C montre regression de la prot6ine h-BTTCP d&cctde dans un lysat 
de cellules T humaines de la lignde Sup Tl ( ligne 1), de reticulocytes de lapin de 

10 Promega (ligne 3), par la technique "Western blot" en utilisant les anticoips anti- 
h-BTiCP dirigds centre le peptide 275-293 obtenus prfc£demment. En revanche 
aucune prot6ine correspondant h la h-BTrCP n 9 a pu fetre dltectle dans des 
membranes de microsomes de pancrdas de chien de Promega (ligne 2). La taille de 
la protiine h-BTiCP d&ectde ( 60 kD) indique que le clone d'ADNc de h^BTrCP 

15 que nous avons caracterise et qui est rcprfsenti sur la figure 2 est bien capable de 
coder pour la proline h-BTrCP entiire. 

E«mpk 4 ; Cartographic des rites d'interaction cntrc Vpuc ct la protflnc 
h-BTrCP 

20 Les sites d'interaction entre le domaine cytoplasmique de la proline Vpu 
(Vpuc) et la protdine h-BTrCP de Tinvention ont 6t< ddtenninds de la £agon 
suivante. 

Au niveau de Vpuc, il a 6te montrf que la mutation des serines aux positions 52 
ct 56 (clone Vpuc-2/6) abolissait intfgralement Interaction entrt Vpu et 
25 h-BTiCP. 

Au niveau de h-BTiCP, les resultats d'interaction double-hybride avec le 
domaine cytoplasmique de Vpu et les diff&ents mutants d6crits ci-aprfcs montrent 
que ('ensemble des motifs WD et la queue C-tcnuinalc sont requis pour une 
interaction optimale, comme indiqul dans le tableau ci-aprcs. 
30 Les mutants utilises sont les suivants : 

• VPB1-AW, (clone VPB1 dont le premier domaine WD a 6t6 d6I6td ; rtsidus 292 
& 569), qui correspondent & un fragment Bglll-Xhol de VBP1, 

• VPBl-AW^ (clone VPB1 dont les domaines WD 4 k 7 ont 6t6 ddlitds ; rfsidus 
292 i 396), et 

35 • VPBl-AC-ter (clone VPBl dont la queue C-teiminale aprfes le 
7** domaine WD a 6t6 d*16t6e ; r6sidus 292 h 545) 
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par PGR en utilisant iespectivement Tamoice sens C, d6crite pr6c6demmcnt t et les 
amorces antisens E et F suivantcs dans VBPL 
Amorce £ : SEQ IDN° 7 
Amorce F : SEQ IND N° 8. 
5 Le mutant h-pTiCP-A7W (clone h-BTrCP dont les sept doznaines WD ont tx€ 
d£l£t£s ; rfsidus 1 i 291) a 6t6 construit en insurant un fragment Spcl-Bgin & 
paitir de la prot6ine h-pTrCP dans le vecteur pGAD1318 et lc mutant pTrCPAF 
(r&idus 32 k 179) a 6t6 obtenu par dilfction du fragment Avrfl-Asp718 de la 
protdine h-pTrCP avec conservation du cadre de lecture. 

10 On a virific que Interaction entre les prolines Vpu et h-f3TrCP pouvait avoir 
lieu in vitro par le proc6d£ suivant : les deux prot6ines ont 6t6 introduites dans du 
lysat de reticulocytes de lapins (RRL). Les complexes Vpu/pTrCP formes in vitro 
ont €t€ identifies par co-immunopr6cipitation en utilisant des anticorps 
anti-h-pTrCP dirigds contrc le peptide 553-569, prepares par le meme precede 

15 que celui utilise pour obtenir les anticorps anti-h-0TrCP dirig6s contrc le peptide 
275-293. 

La figure 3 illustre ['interaction in vitro entre les prot6ines Vpu et h-pTrCP. La 
ligne 1 roontre que la protcinc Vpu n'est pas reconnue par l'antiserum 
anti-h-pTrCP, tandis que la ligne 5 montrc qu'cllc prfcipite en presence d'un 

20 antiserum anti-Vpu. La ligne 2 montre que les anticorps anti-h-pTrCP sont 
capables de coprfcipiter la protdine Vpu co-traduite in vitro avec la prot6ine 
h-0TrCP. La ligne 4 montre que le double mutant de Vpu mutd sur les positions 
Ser52 et Ser56, incapable d'induire la degradation de CD4, n'intcragit pas avec la 
proline h-pTrCP, et n f est done pas copr6cipit6 par des anticorps anti-h-pTrCP, 

25 tandis que les lignes 6 et 7 montrent que ce mutant Vpu c _2/& est traduit avec la 
meme efficacitl que la protdine Vpu. 
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Frmiple 5 ; Interaction entre la proline h-pTrCP la protflne Skplp 
Afin de ddmontrer que le motif boite F dtait bicn fonctionnel et pouvait done 
5 effectivement servir au ciblage vers le protdasome par l'intennddiaire de la protdine 
Skplp, on a rdalisd un crible doublc-hybridc entre 1c domaine N-tenninal de la 
proline h-(JTrCP et la proline Skplp, ce qui a pennis de mettrc en Evidence une 
interaction entre la protcinc h-pTrCP et la protdine Skplp. 

La protdine humaine Skplp decrite dans BAI et al. (1996, supra) a 6td 

10 sousclonde dans le vecteur p Lex 10 pour une analyse d'interaction avec la proline 
h-pTrCP dans la souche dc levurc IA0 (VOJTEK et al. Cell, 74, 205-214, 1993). 

La figure 4 illustre les rdsultats obtcnus. La ligne 1 de la figure 4 montre tout 
d'abord que la protcinc h-PTYCP interagit avec la protdine Skplp. La ligne 2 
montre que le domaine N-tenninal suffit & obtcnir Interaction, alors que la ligne 3 

IS montre que I'abscnce du domaine N-terminal de la protdine h-0TrCP dans VBP1 
fait pcrdrc toute interaction avec la proline Skplp. Ces rdsultats sont des 
arguments suppldmentaircs importants en faveur d'un r61e de la proteinc h-PTrCP 
dans la degradation medide par la proline Vpu du r6cepteur CD4, et dgalement 
corroborcnt les rdsultats de FUJITA et al. (1997, supra) et de SCHUBERT et al. 

20 (1997, supra) montrant que ia degradation du rdcepteur CD4 induite par la protdine 
Vpu devrait avoir lieu dans le protlasomc. fl est & noter que le domaine 
cytoplasmique de CD4 est incapable de se Her dircctcment a la protdine Skpl 
(ligne 4). 

25 Exmiple 6 : Module du r&eau ^'Interactions impHqm* dans la degradation dn 

rfcepteurCP4 

La degradation du rdcepteur CD4 induite par la protdine Vpu est effectude par le 
rdseau d'interactions entre la proline Vpu et le rdcepteur CD4, entre la protdine 
Vpu et les motifs WD dc la protdine h-pTrCP et entre la boite F de la protdine 
30 h-pTrCP et la protdine Skplp, cette demiire interaction permettant le ciblage du 
complexe Vpu/CD4 vers le protdasome. 

Cc rdscau d'intcractions est illustre schdmatiquement sur la figure 5. 

Cest par I'intermddiaire d'un tel rdseau d'interactions que la ddgradation du 
rdcepteur CD4 par 1c protdasome via la protdine Vpu est provoqude. 
35 La ddgradation du rdcepteur CD4 permet la liberation de la protdine 
d'envcloppe Gpl60 et done la liberation du virus HIV-1 infectieux. 
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Un des moyens pour cmp&her le dcvcloppcmcnt du vims HTV-1 chez ie 
patient atteint consiste done h empecher la degradation du rfcepteur CD4. Un des 
moyens pour erapteher cette degradation au vu du proeddi de degradation ci- 
dessus consiste & iechercher des inhibheurs, ou agents antiviraux anti-HIV, 
inhibant l'inteiaction soit entre la proline Vpu et la protfine h-|JTrCI\ soit cntre la 
proline h-jJTrCP et la piot6ine Skplp par les proc6d6s ddcrits prieddemment. 
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LISTS DE SEQUENCES 



(1) INFORMATIONS GENERALES: 

(i) DEPOSANT : 

(A) NOM: INSERM 

(B) RUE: 101, Rue de Tolbiac 

(C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75654 Cedexl3 

(ii) TITRE DE L ' INVENTION : Proteine humaine 0TrCP de ciblage 

des proteines vers lea voles de degradation par le pro tea some 

(Hi) NOMBRE DE SEQUENCES: 6 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDIKATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2151 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(CI NOMBRE DE BRINS: simple 
(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 70. .1776 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

TGCGTTGGCT GCGGCCTGGC ACCAAAGGGG CGGCCCCGGC GGAGAGCGGA CCCAGTGGCC 60 

TCGGCGATT ATG GAC CCG GCC GAG GCG GTG CTG CAA GAG AAG GCA CTC 108 
Met Asp Pro Ala Glu Ala Val Leu Gin Glu Lys Ala Leu 
15 10 

AAG TTT ATG AAT TCC TCA GAG AGA GAA GAC TGT AAT AAT GGC GAA CCC 156 
Lys Phe Met Asn Ser Ser Glu Arg Glu Asp Cys Asn Asn Gly Glu Pro 
15 20 25 

CCT AGG AAG ATA ATA CCA GAG AAG AAT TCA CTT AGA CAG ACA TAC AAC 204 
Pro Arg Lys lie lie Pro Glu Lys Asn Ser Leu Arg Gin Thr Tyr Asn 
30 35 40 45 

AGC TGT GCC AGA CTC TGC TTA AAC CAA GAA ACA GTA TGT TTA GCA AGC 252 
Ser Cys Ala Arg Leu Cys Leu Asn Gin Glu Thr Val Cys Leu Ala Ser 
50 55 60 

ACT GCT ATG AAG ACT GAG AAT TGT GTG GCC AAA ACA AAA CTT GCC AAT 300 
Thr Ala Met Lys Thr Glu Asn Cys Val Ala Lys Thr Lys Leu Ala Asn 
65 70 75 
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GGC ACT TCC ACT ATG ATT GTG CCC AAG CAA CGG AAA CTC TCA GCA AGC 
Gly Thr Scr Scr Met lie Val Pro Lya Gin Axg Lys Leu Ser Ala Ser 
80 65 90 

TAT GAA AAG GAA AAG GAA CTG TGT GTC AAA TAC TTT GAG CAG TGG TCA 
Tyr Glu Lys Glu Lys Glu Leu Cys Val Lys Tyr Phe Glu Gin Trp Ser 
95 100 105 



348 



396 



GAG TCA GAT CAA GTG GAA TTT GTG GAA CAT CTT ATA TCC CAA ATG TGT 
Glu Ser Asp Gin Val Glu Phe Val Glu His Leu lie Ser Gin Met Cys 
110 115 120 125 



444 



CAT TAC CAA CAT GGG CAC ATA AAC TCG TAT CTT AAA CCT ATG TTG CAG 
His Tyr Gin His Gly His lie Asn Ser Tyr Leu Lys Pro Met Leu Gin 
130 135 140 



492 



AGA GAT TTC ATA ACT GCT CTG CCA GCT CGG GGA TTG GAT CAT ATC GCT 
Arg Asp Phe He Thr Ala Leu Pro Ala Arg Gly Leu Asp His He Ala 
145 150 155 



540 



GAG AAC ATT CTG TCA TAC CTG GAT GCC AAA TCA CTA TGT GCT GCT GAA 
Glu Asn He Leu Ser Tyr Leu Asp Ala Lys Ser Leu Cys Ala Ala Glu 
160 165 170 

CTT GTG TGC~AAG GAA TGG TAC CGA GTG ACC TCT GAT GGC ATG CTG TGG 
Leu Val Cys Lys Glu Trp Tyr Arg Val Thr Ser Asp Gly Met Leu Trp 
175 180 185 

AAG AAG CTT ATC GAG AGA ATG GTC AGG ACA GAT TCT CTG TGG AGA GGC 
Lys Lys Leu He Glu Arg Met Val Arg Thr Asp Ser Leu Trp Arg Gly 
190 195 200 205 

CTG GCA GAA CGA AGA GGA TGG GGA CAG TAT TTA TTC AAA AAC AAA CCT 
Leu Ala Glu Arg Arg Gly Trp Gly Gin Tyr Leu Phe Lys Asn Lys Pro 
210 215 220 



588 



636 



684 



732 



CCT GAC GGG AAT GCT CCT CCC AAC TCT TTT TAT AGA GCA CTT TAT CCT 
Pro Asp Gly Asn Ala Pro Pro Asn Ser Phe Tyr Arg Ala Leu Tyr Pro 
225 230 235 

AAA ATT ATA CAA GAC ATT GAG ACA ATA GAA TCT AAT TGG AGA TGT GGA 
Lys He He Gin Asp He Glu Thr He Glu Ser Asn Trp Arg Cys Gly 
240 245 250 

AGA CAT AGT TTA CAG AGA ATT CAC TGC CGA AGT GAA ACA AGC AAA GGA 
Arg His Ser Leu Gin Arg He His Cys Arg Ser Glu Thr Ser Lys Gly 
255 260 265 

GTT TAC TGT TTA CAG TAT GAT GAT CAG AAA ATA GTA AGC GGC CTT CGA 
Val Tyr Cys Leu Gin Tyr Asp Asp Gin Lys He Val Ser Gly Leu Arg 
270 275 280 285 



780 



828 



876 



924 



GAC AAC ACA ATC AAG ATC TGG GAT AAA AAC ACA TTG GAA TGC AAG CGA 
Asp Asn Thr He Lys He Trp Asp Lys Asn Thr Leu Glu Cys Lys Arg 
290 295 300 



972 



ATT CTC ACA GGC CAT ACA GGT TCA GTC CTC TGT CTC CAG TAT GAT GAG 1020 
He Leu Thr Gly His Thr Gly Ser Val Leu Cys Leu Gin Tyr Asp Glu 
305 310 315 

AGA GTG ATC ATA ACA GGA TCA TCG GAT TCC ACG GTC AGA GTG TGG GAT 1068 
Arg Val lie He Thr Gly Ser Ser Asp Ser Thr Val Arg Val Trp Asp 
320 325 330 
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GTA AAT ACA GGT GAA ATG CTA AAC ACG TTG ATT CAC CAT TGT GAA GCA 1116 
Val Asn Thr Gly Glu Met Leu Asn Tbr Leu lie His His Cys Glu Ala 
335 340 345 

GTT CTG CAC TTG CGT TTC AAT AAT GGC ATG ATG GTG ACC TGC TCC AAA 1164 
Val Leu His Leu Arg Phe Asn Asn Gly Met Met Val Thr Cys Ser Lys 
350 355 360 365 

GAT CGT TCC ATT GCT GTA TGG GAT ATG GCC TCC CCA ACT GAC ATT ACC 1212 
Asp Arg Ser lie Ala Val Trp Asp Met Ala Ser Pro Thr Asp lie Thr 
370 375 380 

CTC CGG AGG GTG CTG GTC GGA CAC CGA GCT GCT GTC AAT GTT GTA GAC 1260 
Leu Arg Arg Val Leu Val Gly His Arg Ala Ala Val Asn Val Val Asp 
385 390 395 

TTT GAT GAC AAG TAC ATT GTT TCT GCA TCT GGG GAT AGA ACT ATA AAG 1308 
Phe Asp Asp Lys Tyr lie Val Ser Ala Ser Gly Asp Arg Thr He Lys 
400 405 410 

GTA TGG AAC ACA AGT ACT TGT GAA TTT GTA AGG ACC TTA AAT GGA CAC 1356 
Val Trp Asn Thr Ser Thr Cys Glu Phe Val Arg Thr Leu Asn Gly His 
415 420 425 

AAA CGA GGC ATT GCC TGT TTG GAG TAC AGG GAC AGG CTG GTA GTG AGT 1404 
Lys Arg Gly lie Ala Cys Leu Gin Tyr Arg Asp Arg Leu Val Val Ser 
430 435 440 445 

GGC TCA TCT GAC AAC ACT ATC AGA TTA TGG GAC ATA GAA TGT GGT GCA 1452 
Gly Ser Ser Asp Asn Thr He Arg Leu Trp Asp He Glu Cys Gly Ala 
450 455 460 

TGT TTA CGA GTG TTA GAA GGC CAT GAG GAA TTG GTG CGT TGT ATT CGA 1500 
Cys Leu Arg Val Leu Glu Gly His Glu Glu Leu Val Arg Cys lie Arg 
465 470 475 

TTT GAT AAC AAG AGG ATA GTC AGT GGG GCC TAT GAT GGA AAA ATT AAA 1548 
Phe Asp Asn Lys Arg He Val Ser Gly Ala Tyr Asp Gly Lys He Lys 
480 485 490 

GTG TGG GAT CTT GTG GCT GCT TTG GAC CCC CGT GCT CCT GCA GGG ACA 1596 
Val Trp Asp Leu Val Ala Ala Leu Asp Pro Arg Ala Pro Ala Gly Thr 
495 500 505 

CTC TGT CTA CGG ACC CTT GTG GAG CAT TCC GGA AGA GTT TTT CGA CTA 1644 
Leu Cys Leu Arg Thr Leu Val Glu His Ser Gly Arg Val Phe Arg Leu 
510 515 520 525 

CAG TTT GAT GAA TTC CAG ATT GTC AGT AGT TCA CAT GAT GAC ACA ATC 1692 
Gin Phe Asp Glu Phe Gin He Val Ser Ser Ser His Asp Asp Thr He 
530 535 540 

CTC ATC TGG GAC TTC CTA AAT GAT CCA GCT GCC CAA GCT GAA CCC CCC 1740 
Leu He Trp Asp Phe Leu Asn Asp Pro Ala Ala Gin Ala Glu Pro Pro 
545 550 555 

CGT TCC CCT TCT CGA ACA TAC ACC TAC ATC TCC AGA TAAATAACCA 1766 
Arg Ser Pro Ser Arg Thr Tyr Thr Tyr II Ser Arg 
560 565 

TACACTGACC TCATACTTGC CCAGGACCCA TTAAAGTTGC GGTATTTAAC GTATCTGCCA 1846 

ATACCAGGAT GAGCAACAAC AGTAACAATC AAACTACTGC CCAGTTTCCC TGGACTAGCC 1906 
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GAGGAGCAGG GCTTTGAGAC TCCTGTTGGG ACACAGTTGG TCTGCAGTCG GCCCAGGACG 1966 

GTCTACTCAG CACAACTGAC TGCTTCAGTG CTGCTATCAG AAGATGTCTT CTATCAATTG 2026 

TGAATGATTG GAACTTTTAA ACCTCCCCTC CTCTCCTCCT TTCACCTCTG CACCTAGTTT 2086 

TTTCCCATTG GTTCCAGACA AAGGTGACTT ATAAATATAT TTAGTGTTTT GCCAGAAAAA 2146 

AAAAA 2151 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 569 acidcs amines 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proline 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Asp Pro Ala Glu Ala Val Leu Gin Glu Lys Ala Leu Lys Phe Met 
15 10 15 

Asn Ser Ser Glu Arg Glu Asp cys Asn Asn Gly Glu Pro Pro Arg Lys 
20 25 30 

lie lie Pro Glu Lys Asn Ser Leu Arg Gin Thr Tyr Asn Ser Cys Ala 
35 40 45 

Arg Leu Cys Leu Asn Gin Glu Thr Val Cys Leu Ala Ser Thr Ala Met 
50 55 60 

Lys Thr Glu Asn Cys Val Ala Lys Thr Lys Leu Ala Asn Gly Thr Ser 
65 70 75 80 

Ser Met lie Val Pro Lys Gin Arg Lys Leu Ser Ala Ser Tyr Glu Lys 
85 90 95 

Glu Lys Glu Leu Cys Val Lys Tyr Phe Glu Gin Trp Ser Glu Ser Asp 
100 105 110 

Gin Val Glu Phe Val Glu His Leu lie Ser Gin Met Cys His Tyr Gin 
115 120 125 

His Gly His lie Asn Ser Tyr Leu Lys Pro Met Leu Gin Arg Asp Phe 
130 135 140 

lie Thr Ala Leu Pro Ala Arg Gly Leu Asp His He Ala Glu Asn He 
145 150 155 160 

Leu Ser Tyr Leu Asp Ala Lys Ser Leu Cys Ala Ala Glu Leu Val Cys 
165 170 175 

Lys Glu Trp Tyr Arg Val Thr Ser Asp Gly Met Leu Trp Lys Lys Leu 
160 165 190 

He Glu Arg Met Val Arg Thr Asp Ser Leu Trp Arg Gly Leu Ala Glu 

195 200 205 

Arg Arg Gly Trp Gly Gin Tyr Leu Phe Lys Asn Lys Pro Pro Asp Gly 
210 215 220 
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Asn Ala Pro Pro Asn Ser Phe Tyr Arg Ala Leu Tyr Pro Lys lie lie 
225 230 235 240 

Gin A3p lie Glu Thr lie Glu Ser Asn Trp Arg Cys Gly Arg His Ser 
245 250 255 

Leu Gin Arg lie His Cys Arg Ser Glu Thr Ser Lys Gly Val Tyr Cys 
260 265 270 

Leu Gin Tyr Asp Asp Gin Lys He Val Ser Gly Leu Arg Asp Asn Thr 
275 280 285 

He Lys He Trp Asp Lys Asn Thr Leu Glu Cys Lys Arg He Leu Thr 
290 295 300 

Gly His Thr Gly Ser Val Leu Cys Leu Gin Tyr Asp Glu Arg Val He 
305 310 315 320 

He Thr Gly Ser Ser Asp Ser Thr Val Arg Val Trp Asp Val Asn Thr 
325 330 335 

Gly Glu Met Leu Asn Thr Leu He His His Cys Glu Ala Val Leu His 
340 345 350 

Leu Arg Phe Asn Asn Gly Met Met Val Thr Cys Ser Lys Asp Arg Ser 
355 360 365 

He Ala Val Trp Asp Met Ala Ser Pro Thr Asp He Thr Leu Arg Arg 
370 375 380 

Val Leu Val Gly His Arg Ala Ala Val Asn Val Val Asp Phe Asp Asp 
385 390 395 400 

Lys Tyr He Val Ser Ala Ser Gly Asp Arg Thr He Lys Val Trp Asn 
405 410 415 

Thr Ser Thr Cys Glu Phe Val Arg Thr Leu Asn Gly His Lys Arg Gly 
420 425 430 

He Ala Cys Leu Gin Tyr Arg Asp Arg Leu Val Val Ser Gly Ser Ser 
435 440 445 

Asp Asn Thr He Arg Leu Trp Asp He Glu Cys Gly Ala Cys Leu Arg 
450 455 460 

Val Leu Glu Gly His Glu Glu Leu Val Arg Cys He Arg Phe Asp Asn 
465 470 475 480 

Lys Arg He Val Ser Gly Ala Tyr Asp Gly Lys He Lys Val Trp Asp 
485 490 495 

Leu Val Ala Ala Leu Asp Pro Arg Ala Pro Ala Gly Thr Leu Cys Leu 
500 505 510 

Arg Thr Leu Val Glu His Ser Gly Arg Val Phe Arg Leu Gin Phe Asp 
515 520 525 

Glu Phe Gin He Val Ser Ser Ser His Asp Asp Thr He Leu He Trp 
530 535 540 



Asp Phe Leu Asn Asp Pro Ala Ala Gin Ala Glu Pro Pro Arg Ser Pro 
545 550 555 560 
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Ser Arg Thr Tyr Thr Tyr lie Ser Arg 
565 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(1) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR; 19 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION : lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE IA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
CCAAACTGCG TATAACGCG 19 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE; SEQ ID NO: 4: 
GGTGAATCAA CGTGTTTAGC 20 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
GGATGATGTA TATAACTATC 20 
(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 25 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
<D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6; 



TTTATCCCAG ATCTT6ATTG TGTTG 



25 
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(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) GARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 30 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NQMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(±i) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(Xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE; SEQ ID NO: 7: 
CCAGGATCCT TATACAACAT TGACAGCAGC 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERI STIQUES DE LA SEQUENCE: 
(A) LONGUEUR: 29 paires de bases 
(BJ TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADNc 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
CCAGGATCCT TAGTCCCAGA TGAGGATTG 
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REVENDICATtONS 

1. Proline humaine BTiCP (h-BTrCP) dc ciblagc des prolines vcis lcs 
voies dc degradation par le prot6asome, caract6ri$6e cn ce qu'elle a la 

5 SEQIDNo.2. 

2. Protfine scion la icvcndication 1, caractiris6e en ce qu'elle est capable 
d'interagir avec la prot&je Vpu du virus HTV-1 et avec la protfine cellulaire 
Skplp. 

3. Proline scion l'une quelconque des revendications 1 ou 2, caract6ris£e en 
10 ce qu'elle comporte les motifs ci-apj£s : 

- boite F : acides aminis 147-191, 

- premier motif WD : acides amin6s 259-292, 

- deuxiime motif WD : acides amines 304-332, 

- troisidmc motif WD : acides aminds 343-372, 
15 - quatriime motif WD : acides amines 387-415, 

- cinquifcme motif WD : acides amines 427-455, 

- sixitme motif WD : acides amines 467-492, 

- septi&me motif WD : acides amines 516-544. 

4. Fragments peptidiques de la proline selon Tune quelconque des 
20 revendications 1 & 3 resultant de Taddition, la suppression ct/ou le iemplacement 

d*un ou plusieuxs acides amines, lesdits fragments peptidiques ayant conserve 
1'activiti d'interaction avec la proline Vpu du vims HIV-1 et/ou avec la proline 
Skplp. 

5. Sequence d'acides nuclfiques codant pour la prot6inc humainc h-fiTrcp et 
25 les fragments peptidiques selon Tune quelconque des revendications 114, 

caractdrisde en ce qu'elle est constitute par : 

a) la sequence d'ADN SEQ ID No.l ct des fragments d'acides nucleiqucs codant 
pour lesdits fragments peptidiques ; 

b) les sequences d'ADN hybridant dans des conditions strides avec les sequences 
30 ci-dessus ou un de ses fragments ; 

c) les sequences d'ADN qui, en raison de la d6g£n£rescence du code g£n£tique, 
rfsultent des sequences a) et b) ci-dessus et codent pour la prot6ine humaine 
h-BTrcp ou les fragments de cclle-ci ; et 

d) les sdquences d'ARNm et d'ADN correspondantes. 

35 6. Utilisation de la proline h-BTrCP ou des fragments peptidiques selon 

l'une quelconque des revendications 14 4 pour le criblage d'agents antiviraux 
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anti-HIV- 1 susccptibles d'inhibcr ^interaction cntrc la proteine h-fJTrCP et la 
proline Vpu. 

7. Utilisation de la proteine h-BTrCP ou dcs fragments peptidiques scion 
Vunc quclconquc dcs revendications 1 & 4 pour le criblagc d'agcnts antiviiaux anti- 
5 HIV-1 susccptiblcs d'inhiber Interaction cntrc la prot6ine h-pTrCP et la proline 
Skplp. 

8* Utilisation dcs sequences d'acides nucieiques scion la icvendication 5 pour 
le criblagc d'agcnts antiviiaux anti-HIV susccptiblcs d^nhiber Interaction cntrc la 
proteine h-0TrCP et la proline Vpu. 
10 9. Utilisation des sequences d'acides nucieiques selon la revendication 5 pour 

le criblagc d'agcnts antiviiaux anti-HIV susccptiblcs d'inhiber Interaction cntrc la 
proline b-pTiCP et la proteine Skplp. 

10. Utilisation de la proline h-BTrCP ou des fragments pcptidiqucs scion 
Tune quelconque des revendications 1 a 4 pour le criblagc d'agcnts antitumoraux 

IS capables de perturber la regulation du cycle cellulaire ou des processus de 
dfgradation des proteines dans des cellules humaines tumoralcs par inhibition ou 
activation de Interaction cntrc la proline h-BTrCP et la proteine Skplp. 

11. Utilisation des sequences d'acides nucieiques selon la revendication 5, 
pour le criblagc d'agcnts antitumoraux capables de perturber la regulation du cycle 

20 cellulaire ou des processus de degradation dcs proteines dans des cellules 
humaines tumoralcs par inhibition ou activation de ^interaction cntrc la proteine 
h-BTirCP et la proteine Skplp. 

12. Agents antiviiaux anti-HIV qui sont constitues par les fragments 
peptidiques de la proteine h-BTrCP selon la revendication 4 dinues de la boite F. 

25 13. Agents antiviraux anti-HIV qui sont constitues par les fragments 

peptidiques de la proteine h-BTrGP selon la revendication 4 denues des motifs 
WD. 

14. Anticorps dirig6s contre la proteine h-BTrCP ou les fragments 
peptidiques tels que d6finis dans 1'unc quelconque des revendications I hi. 
30 15. Oligonucleotides antisens bloquant la transcription ou la traduction de la 

proteine h-BTrCP selon 1'une quelconque des revendications 1 i 3 qui s'hybrident 
avec une sequence d'acides nucieiques selon la revendication 5. 

16. Agents antitumoraux qui sont constitues par les fragments peptidiques de 
la proteine h-BTiCP selon la revendication 4, qui possfcdent la boite F. 
35 17. Animaux transgeniques exprimant un transgdne de la proteine h-BTiC? 

selon Tune quelconque des revendications 1 & 3. 
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18. Animaux transgdniques dans lesquels le gine BTrCP a 6t6 invalid! 

19. Vecteur d'expression, caract6ris< en cc qu'il cotnpitnd une sequence 
d'acidcs nucteiques scion la revendication 5 ct lcs moyens nlcessaiies k son 
expression, 

5 20. Microorganismes ou cellules h6tes transform^ par un vecteur 

d'expression selon la rcvcndication 19. 

21. Microorganismes ou cellules b&tes co-transform6s par un vecteur 
d'expression contenant le gfcne codant pour la proline Vpu et un vecteur 
^expression selon la rcvcndication 19. 
10 22. Microorganismes ou cellules b&tes co-transformds par un vecteur 

d'expression contenant le ginc codant pour la prot6ine Skplp et un vecteur 
d'expression selon la rcvcndication 19. 
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****** **•***## • ** 

Jopabav£qekalkfmn SSERifflCNNGEPPRHI 

EeOPSCSLQPPT - ASERBqCNRDEPPrSi 

j^ERQRio^FKDKD^DLDKSKSNNSSEMTOTAWPPLKRLLI 
fesVLMSKTVTPFI*REHI PS I YAP I OKPGNQETARAENPN - - - 



|pEKNSLRQTYNSOUUiCWQETVCIJlST^ 

£ KNTLHQTKLANGT8B<IVsfflR 

TRSPSSSPDZATNDSGTRVQPIiPEWFTKFCYRHNPDIQFSP^ACV^LKRTO 
- SKYCYRKHPD 0KCRRAMJKAKMV 




EINANIAKLPLQEQSDXHHII 
MIQSELDKLTSADQQAVTHVWSL1 

yqhghinsylkpk&pS 

YQHGHINTYLKPhflQRji 

BkiE 

Srj^rtdslwrglaeh 
Srj^rtdslwrg: 

iHI DRXCPNI 

NRKCTR< 



FEQWgES 
FEQW@B< 
lILDQlLSTgCFP 
ILSQLCFP 

F-BQX 




aPPDGNAPPHS FYHAL YPKHQDIET - 
SpPDGK?PPHSFYiALYPKItQDIET- 
J- -RARIQOHSTGSS9NADIQTQT- - - 
" RQRQLA{GGPQGRVT9^ADS 



TRPWKVIYRERFKV 

HDSQDRSVNQHGKRPAAEAEEEDPIKKRQCMAAAEASXAVTQPKTRSWKAVYRDRWQV3Y 

jm 



HVGQVQKI I PLTIKDVE - NLATDNTSDG 

HVGHVQQVLILPPEYEPDEEVLKGASODNQDAMSVSSGOSGSPSMSHAQIERAGSPGSHS 

WD-S _ 

IEC 



SS PQDDPTMTDGADESDTPSNEQETVLDENXPfiPTK 
SSHNLLPSSLPSGDEDVRHLYGSAFVADESRPLP: " 




AALDPRAPAgTLCI^LMEHSGRVFRli 



AALDPRAPi 
SGKCMHTI 
'RflGKCDATI 



rLCL5TL MEHS GRVFRL 
3ETQHTQTQS LGD 

HCG- 



33 
28 
60 
40 

66 
S3 
120 
63 







427 
392 
488 
513 




525 
490 
607 
€19 



KVAPIACfflCIGDSSCFSGDI _ 

- - - pvtcSglQdslk^sgsbdgtirlksfkpcrq 1 



PAAQAEPPRSPSRTYTYISR* 569 h-JTrCP 

PGLA* 518 X-fHYCPI 

KMYKFDLND* 640 MET30 

6S0 SCON2 
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